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抄録 
 
イネもみ枯細菌病菌 Burkholderia glumae は育苗期の苗に苗腐敗を，出穂後のもみ
にもみ枯症状を引き起こす．本菌による病害が世界的に増加傾向にあり，また高温を好
む菌であることから近年注目されている地球温暖化や気候変動の影響による発生の拡
大が危惧されている．本菌は自然突然変異を起こしやすいことが知られており，継代培
養中に病原性の低下を伴ったコロニーが出現することが報告されているが，コロニー変
異菌の病原性低下機構については明らかにされていない．自然突然変異の起こしやすさ
は本菌の大きな特徴であり，自然突然変異株の解析は本菌の病原性発現機構や環境適応
機構に関する新たな知見の取得に有用であると思われる．また，本菌の病原性発現は N
-acyl-L-homoserien lactone (AHL)を介した quorum sensing system (QSS)によって
密度依存的に制御されていることが報告されていることから，QSS 関連形質を中心に
コロニー変異菌の特性評価を行った．継代培養により 3種のコロニー変異菌 R1-1, R1-
2および R2株を分離した．各コロニー変異菌の特性を調査した結果，phytotoxin生産
能，シュウ酸生産能，運動性および病原性が野生株よりも低下していることが明らかと
なった．さらに AHL 生産能および QSS 関連遺伝子のシークエンス解析の結果から，
コロニー変異菌の QSSはいずれも正常に機能していることが示唆された．しかし，QS
S 制御下にある病原性因子生産能や病原性が低下していたことから，luxI/R 系 QSS 以
外の密度依存的なレギュレーターの存在が示唆された．また，LB培地はペプチドやア
ミノ酸が主要炭素源となっており，糖をほとんど含まないため，多くの細菌種では LB
培地で培養した場合にアンモニアが発生し，pH が上昇することが知られている．LB
培地を用いて 30°Cで培養した場合，コロニー変異菌はいずれも pHが上昇したのに対
し，野生株では密度依存的に pHが低下することが明らかとなった．このことはアミノ
酸が主要炭素源として存在する環境において本菌は酸性環境を作り出すことが可能で
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あることを示唆した．本菌はシュウ酸を生産することが知られていることから，LB培
地における pHの低下にはシュウ酸の関与が示唆された．この LB培地における pH低
下現象に関わる遺伝子を特定するために，トランスポゾン変異株の中から，pH非低下
株のスクリーニングを行い，トランスポゾン挿入部位の特定を行ったところ，シュウ酸
合成遺伝子である obcAにトランスポゾンの挿入が認められたことから ，LB培地にお
ける pHの低下はシュウ酸によって引き起こされることが明らかとなった．さらにシュ
ウ酸生産能が運動性に与える影響を調べた結果，培養温度および培養開始時 pH依存的
に運動性が低下する傾向が認められた．ΔobcAをもみに接種したところ，野生株と同等
の病原性を示したことから，もみに対する病原性にシュウ酸生産能は必須ではないこと
が示唆された．本菌は開花期に急激に増殖し，花粉の存在が本菌のもみへの感染に重要
であることが報告されていることから，花粉を採取し，花粉培地を作製，culture pH
を測定した．その結果，花粉培地においてもシュウ酸依存的な pHの低下が認められた
が，水に溶解した直後の花粉培地は弱酸性を示しており，ΔobcAの運動性が影響をうけ
にくい環境であることが推測された．さらに開花前のもみからイネ生息細菌を分離し，
LB培地における pH変化を調査したところ，LB培地で pHが低下する菌株は認められ
なかったことから，LB培地における pHの低下はイネ生息細菌の中で B. glumaeに特
異的な現象であることが明らかとなった．一方，花粉培地においては pHが低下する菌
株が認められたことから，B. glumaeが利用できない糖の存在が示唆された． 
これまで本菌の病原性発現やphytotoxin生産能はQSSによって制御されていること
が韓国分離株 B. glumae BGR1株で明らかにされてきたが，アメリカ分離株 B. glum
ae 336gr-1株の quorum sensing変異株では病原性や phytotoxin生産能を失わないこ
とが報告された．このような病原性発現における QSS 依存性の菌株間差は防除技術の
開発において大きな問題となってくることから，日本で分離された B. glumaeの quor
um sensing変異株の特性を調査した．日本各地で分離された B. glumae 14菌株の A
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HL 合成遺伝子 tofI 破壊株を作製した結果，14 菌株中 12 菌株 (group 1)では phytoto
xin生産能を失わないことが明らかとなった．一方，14菌株中 2菌株(group 2)は phyt
otoxin 生産能を完全に喪失し，AHL の添加により回復することが確認された．以上の
ことから，QSS依存性は日本国内で分離された菌株間でも異なること，group1の菌株
には luxI/R系QSS以外の密度依存的な additional regulatorが存在することが示唆さ
れた． 
以上のように継代培養中に出現したコロニー変異菌の特性を明らかにするとともに，
本菌の新たな特性についても明らかにすることができた．これらの情報を基に更なる変
異株のスクリーニングも今後可能であると思われる．さらに韓国分離株とアメリカ分離
株で認められていた病原性発現における QSS 依存性の違いが，日本国内で分離された
菌株間においても認められ，本菌の病原性発現機構には見直しが必要であることが明ら
かとなった．近年，次世代シークエンサーの発達により，全ゲノム情報の取得が容易に
なりつつある．さらにマルチプレックス法では 1runで複数サンプルのゲノムをまとめ
て解読することも可能であり，本菌のような遺伝的多様性に富む菌において intra-stra
inや inter-strainの比較ゲノムは本菌の病原性解析において強力なツールになると予想
される．これまで B. glumaeのゲノムは BGR1株および 336gr-1株で解読されている
が，本病の発生国である日本産 B. glumae のゲノムは未だ解読されていない．本研究
の結果から MAFF 302748 株，R1-1，R1-2，R2 株および MAFF 302874 株はそれぞ
れ興味深い特性をもっており，ゲノム解読候補株として期待される．また，これら自然
突然変異株の解析により本菌の病原性発現機構や環境適応に関する新たな知見が得ら
れることが今後期待される． 
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第 1章 
 緒  論 
 
イネもみ枯細菌病は 1954年，福岡県で初めて発生が確認され (後藤・大畑，1956), 病
原菌としてBurkholderia. glumae (Pseudomonas glumae) Kurita et Tabeiが特定され
た (栗田・田部井, 1967)．1960 年代には箱育苗と機械移植の普及により，新たに苗腐
敗症が本病原菌によって引き起こされることが明らかとなり (植松ら 1976a, 植松ら
1976b)，1980 年代には西南暖地を中心に，本病が国内で大発生し, 大きな被害をもた
らした．1990 年代以降，伝染環の解明や薬剤の開発などにより本病の発生は下火とな
ったが，局地的な発生が現代においても続いており，今後も警戒が必要な病害である．
国外においても韓国 (Jeong et al. 2003)，パナマ (Nandakumar and Rush. 2007)，フ
ィリピン (Cottyn et al. 1996a, b)，アメリカ (Zeigler et al 1989)などでイネもみ枯細
菌病の発生が報告されている．また近年，韓国においてジャガイモやトマト，ナス，ゴ
マ，シソ，ひまわりなどの園芸作物においても本菌により萎凋症状が引き起こされるこ
とが報告されており (Jeong et al. 2003)，国内における発生に関しても今後注意が必要
である． 
本菌による苗腐敗症は，催芽，出芽，緑化期に高温と多湿になる加温の施設育苗が主
な原因と考えられている．催芽時の幼芽は通常白色であるが，罹病した幼芽は細く，彎
曲して地上部に現れ，その大部分が褐色からあめ色に変色し，次第に腐敗して枯死する 
(藤井・植松 1976, 植松ら 1976a)．催芽時に腐敗枯死せず残った幼苗は葉鞘腐敗を起
こし，葉鞘に淡褐色の病徴が現れる．さらに葉鞘内からの新葉の伸長が阻害され，ねじ
れながら彎曲して出葉する．激しく腐敗した幼苗を中心に，周囲の苗齢が進んだ苗に拡
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大し坪枯症状を示す． 
本菌によるもみ枯症はもみ基部のわずかな淡黄白色～褐色への変色に始まり，上部へ
と拡大する．拡大と供に淡黄白色は黄白色に変わり，さらに完全に退色して灰白色，ま
たは蒼白色になる (栗田ら 1958)．病徴は内外頴の他に護頴，副護頴，小穂軸に現れ，
激しいときにはまれにもみ基部の小枝梗が変色することがある．もみの罹病程度が激し
い場合には米粒の発達が見られず，「しいな」となる．「しいな」や子房の発達が極初期
に停止した不完全粒が多いと，傾穂せず，直立した状態となる． 
イネもみ枯細菌病は罹病もみや保菌もみの混入により種子伝染される．発病苗率は接
種時期が播種日に近いほど高くなる傾向が認められ，播種後接種までの日数が長くなる
ほど発病苗率は低下し，やがて発病が認められなくなる (遠藤, 1990)．本菌は葉身では
接種後まもなく検出されなくなるが，葉鞘では長期間生存することが確認されている
(對馬 1990)．1 株内のほぼ同時期に出穂した葉鞘でも，葉鞘ごとに病原細菌量が大き
く異なり，下位葉鞘に病原細菌が存在しても，止葉葉鞘に病原細菌が必ずしも移行して
いないケースも認められていることから，各々の葉鞘は別々の生態系であると推測され
ている．また，穂ばらみ期の葉鞘内の穂から本菌が検出されていることから，葉鞘が本
菌の伝染経路として重要であり，止葉葉鞘への移行に成功した場合，穂ばらみ期に葉鞘
内で本菌が穂に移行していると考えられている．葉鞘での本菌の密度は 105~107cfu/ g
程度であるが，無病徴のもみでは同程度の密度であるのに対して，発病もみでは 109程
度と約 100 倍高い密度で存在することが報告されている (Tsushima 1996)．このこと
から本菌のもみに対する病原性には葉鞘からもみへ移行後，約 100 倍の増殖が必要で
あり，増殖と病原性の間に密接な関係があることが推測されている． 
開花と発病の間には密接な関係があり，もみの本菌に対する感受性は開花当日に最も
高く，その後急速に低下し，開花 6日以降では高濃度で接種しても発病がほとんどみら
れないことから，本菌の感染成立期間は非常に限られている．  
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本菌は phytotoxin を生産することが報告されており，トキソフラビン，リュウマイ
シン，ファーベヌリンの 3種の毒素が含まれていると考えられている（佐藤ら，1989）．
トキソフラビンには光増感作用があり，酸素存在下で過酸化水素を発生し，多くの生物
種に毒性を示すことが知られており(Latuasan et al 1966)，前述の韓国における園芸作
物の萎凋症状に関してはトキソフラビンが主要病原性因子であると推測されている．ト
キソフラビン生合成遺伝子群として tox operon が特定されており，トキソフラビン欠
損株 (ΔtoxA)は苗に対しては全く病原性を示せなくなるが，もみにおいてはわずかに病
原性を示し，もみの白化現象や full virulenceに必要であるとする報告 （Suzuki et al. 
2004）がされたが，その後，ΔtoxA がもみに対する病原性を完全に喪失するとする報
告 (Kim et al 2004)もされており，トキソフラビンのもみに対する病原性への関与は今
後再検討が必要と思われる．トキソフラビンによって生じる過酸化水素が本菌自身に作
用することを防ぐためにはカタラーゼ活性が必要であると推測されており，カタラーゼ
も病原性因子の一つとして考えられている．カタラーゼ合成遺伝子 katA破壊株ではも
みに対する病原性，葉鞘における生存率が著しく低下することが報告されている(Chun 
et al 2009)． 
植物の細胞壁などに含まれるペクチンを分解するポリガラクツロナーゼも病原性因
子として働くことが知られている．B. glumaeは 2種類のエンド型ポリガラクツロナー
ゼを生産することが報告されており，合成遺伝子として pehAおよび pehBが特定され
ている (Degrassi et al 2008)．各遺伝子破壊株は病原性を失わないことが確認されてい
るが，二重破壊株の作製には成功していないため，ポリガラクツロナーゼの病原性発現
における役割についても今後更なる検討が必要である． 
本菌は多量のリパーゼを生産し，工業的利用も期待されているが，リパーゼ合成遺伝
子 lipA 破壊株では苗およびもみ両方に対して病原性が著しく低下することから，リパ
ーゼ生産は本菌の病原性発現において必須の形質であると考えられている (Devescovi 
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et al 2007). 
運動性は直接的に植物に有害性をもたらすものではないが，多くの病原細菌で運動性
が病原性に関与することが報告されている．鞭毛を介した運動性にはマスターレギュレ
ーターに基づき2種類のグループに分類され，Enterobacteriaceaeに代表されるFlhDC
によって制御される周毛線毛型，PseudomonadaceaeやVibrionaceaeに代表されるσ54
依存的転写因子NtrCによって制御される極毛線毛型がある．B. glumaeでは運動性制
御因子として FlhDC が特定されており，鞭毛形成および運動性を欠損させた変異株で
はもみに対する病原性が著しく低下することことから，本菌の病原性発現に必須の形質
であると考えられている (Kim et al 2007)． 
近年，細菌の密度依存的な遺伝子発現機構として quorum sensing system(QSS)が発
光細菌 Vibrio fischeri で報告された (Nealson et al 1970)．QSSは autoinducerと呼ば
れる低分子シグナル物質が key factorとなっており，その濃度が菌密度と供に増加，拡
散し，ある閾値（quorum）に達したところで特定の遺伝子群が一斉に活性化されるこ
とで，密度依存的で協調的な遺伝子発現を可能にする．QSSには様々な種類が存在し，
主なシグナル物質として N-acyl-L-homoserine lactone (AHL), オリゴペプチドや AI-2
が知られている．AHL はグラム陰性細菌で用いられているのに対し，オリゴペプチド
はグラム陽性細菌で用いられている．一方，AI-2 はグラム陰性細菌およびグラム陽性
細菌両方に共通する universal language と考えられている (Bassler and Losick. 
2006)．また，植物病原細菌 Xanthomonas属や Xylella fastidiosaでは diffusible signal 
factors (DSFs) (Deng et al. 2011) が， Burkholderia cepacia complex では
Burkholderia diffusible signal factor(BDSF)が，さらに新しいタイプの QSSシグナル
物質として Ax21 (Han et al. 2011a, b; Ronald et al. 2011) なども見つかっている．V. 
fischeriは低菌密度では発光を示さないが，増殖し，高菌密度になると発光する (Fig. 1)。
V. fischeriの発光には luxA-E, luxG, luxIおよび luxRが関与するが，低菌密度ではこ
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れらの遺伝子発現は弱く，発光を確認することができない．luxI は V. fischeri の
autoinducerである N-(3-oxohexanoyl)-L-homoserine lactone (OOHL)の合成遺伝子で
あり，合成された OOHLは増殖と供にその濃度が増加・拡散していく．OOHLは LuxR
と結合，複合体を形成し，ある特定の領域（lux-box）に結合し，その下流の遺伝子
（luxICDABEG）の発現が誘導される．luxIの発現が誘導されることで，AHL合成が
加速される(autoinduction)ため，OOHL-LuxR 複合体の形成，発光関連遺伝子の発現
も加速され，協調的な遺伝子発現を可能にし，発光を示す (Whitehead et al 2001). 
多くの植物病原細菌で AHL を介した QSS の存在が報告されており，病原性への関
与も認められている (Table 1)．Burkholderia属には luxI/R系 QSSが広く保存されて
おり(Venturi et al 2004)，B. glumaeにおいても QSSの存在が報告された (Kim et al 
2004)．B. glumaeはシグナル物質として C8-HSLを主に生産，さらに機能は不明であ
るが，副産物として C6-HSLが生産されることが明らかにされた．AHL合成遺伝子と
して tofIが，AHLレセプタータンパク質遺伝子として tofRが特定され，さらに両遺伝
子の間には Pseudomonas fuscovaginaeで AHL合成遺伝子のリプレッサーとして機能
することが報告されている rsaM (Mattiuzzo et al 2011)のホモログ，tofMの存在が明
らかにされている (Chen et al 2012)．B. glumaeでは toxoflavin生産能，lipase活性，
polygalacturonase 活性，苗およびもみに対する病原性が QSS によって密度依存的に
制御されていることが報告された (Kim et al 2004, Devescovi et al 2007, Degrassi et 
al 2008)．さらに IclR型転写因子である qsmRが QSSによって制御されており，QsmR
はさらに運動性やカタラーゼ活性，Type II分泌機構を制御しており，qsmRの発現も
病原性発現に必須であることが明らかとなった (Kim et al 2007, Chun et al 2009, 
Goo et al 2010)．以上のように QSSは本菌の病原性発現において中心的役割を果たし
ている (Fig. 2)． 
 
 9 
 
Fig. 1  Quorum sensing system for Vibrio fischeri 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 2  Quorum sensing system for Burkholderia glumae 
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Table 1 Representative luxI/R type quorum sensing systems present in plant pathogenic bacteria 
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B. glumae の大きな特徴の一つとして自然突然変異を起こしやすいことが挙げられ
る．PSA 培地で継代培養を行うと病原性の低下を伴ったコロニー変異菌 R1 型菌，R2
型菌が出現することが報告されている (Tsushima et al 1991)．コロニー変異菌は冷凍
保存中には出現しにくいことが示されているが，B. glumaeの保存菌株の多くはすでに
コロニー変異菌が混入しており，これらは保存前に出現したものであると思われる．こ
のような一つのクローンから異なる表現形質を持った変異株が出現する現象は phase 
variation と呼ばれている．通常の自然突然変異が約 10-8 の確率で起こるのに対し，
phase variation は約 10-5 と高い頻度で起こるとされている (Bayliss 2009)．Phase 
variation は種の多様性を高め，絶え間ない環境の変化に適応するための細菌の戦略で
あると考えられており (der Woude et al 2004)，ヒト感染菌や植物病原細菌，バイオコ
ントロール細菌など多くの細菌種でこの現象が観察されている (Goto 1972, Kelman 
1954, Martin 1973, Tomihama et al 2007, Riney et al 1998, Vial et al 2010, White 
1938)． 
近年，薬剤耐性菌の出現や環境保全型農業の推進などにより，既存の化学農薬に替わ
る高度な防除技術開発が求められている．このためには病原学的な解析により薬剤や生
物防除の標的となりうる病原菌の新たな特性や正確な病原性発現機構，環境適応機構な
どの把握が必要である．次世代シークエンサーの発達により全ゲノム情報の取得が容易
になりつつある．自然突然変異株の変異部位が一か所とは限らないことがゲノム解析に
より明らかにされている(Beaumont et al 2009)ことから，自然突然変異株の解析は相
乗変異の解析においても有用であると期待される．以上のように自然突然変異株の解析
は効率的に新奇病原性関連遺伝子の検出や環境適応機構の解析が可能であると思われ
る．そこで本研究ではゲノム解読候補株となる菌株の選抜を行うために，intra-strain
および inter-strainの特性について QSS関連形質を中心に解析を行った． 
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第 2章 
Burkholderia glumaeの継代培養中に出現した
コロニー変異菌の特性評価 
1. 緒言 
B. glumae は継代培養中に病原性の低下を伴ったコロニー変異菌 R1 型菌，R2 型菌が
出現することが報告されている．しかし，これらコロニー変異菌の特性や変異部位は不
明である．変異が起こりやすい性質は本菌の大きな特徴であり，コロニー変異菌の解析
はこれまで見逃されてきた本菌の新たな知見が得られる可能性もある．そこで本章では
コロニー変異菌の分離と特性評価について検討を行った． 
2. 材料および方法 
2-1. 供試菌株，プラスミドおよび試薬 
本研究で供試した菌株およびプラスミドは Table 2 に示した．B. glumae MAFF 
302748株の野生株を PSA (Wakimoto et al 1989) 培地に画線し，30°C，2日間培養後，
新しい PSA培地に移植した．この操作を 5回繰り返した後，PSA培地に画線し，コロ
ニー形態を指標にコロニー変異株を選抜した．また，TZC培地 (Kelman 1954) におけ
るコロニー形態についても確認した． 
 
2-2. ジャガイモ腐敗能 
PSA寒天培地で 37°C 24 時間培養後，つまようじで菌体をつつき，ジャガイモ切片
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に接種した．接種後，30°Cおよび 37°Cで 24時間培養し，腐敗能を調査した． 
 
2-3. 苗およびもみに対する病原性 
もみ（品種コシヒカリ）を 30°Cで 2日間，蒸留水中に浸水し，さらに OD610値を 0.2
に調整した各菌液中に 30°C で 24 時間浸漬接種を行った．接種後，滅菌した土壌に播
種し，覆土をした後，30°C で 2 日間，インキュベータ内で培養した．その後，人工気
象器に移動し，8 日間培養した後，発病度を調査した．発病調査は Iiyama らの方法に
従い行った (Iiyama et al 1995)．発病指数＝0: 無病徴， 1: 生育阻害を伴わず，わず
かに退色，褐変が見られる，2: わずかな生育抑制とクロロシス，彎曲がみられる，3: 中
程度の生育抑制と壊死，奇形，クロロシスが見られる，4: 強い生育抑制と激しい壊死，
奇形が見られ，第一葉にクロロシスが見られる，5: 完全に枯死．接種試験は 3 反復行
った． 
ポットでイネを栽培し，開花期のイネに OD610値を 0.2に調整した各菌液を噴霧接種
した．接種後，一晩ビニール袋で覆った状態で培養し，その後，ビニール袋を外して 7
日間培養後，発病度を調査した．発病指数＝0: 無病徴， 1: 0-20%変色， 2: 20-40%変
色， 3: 40-60%変色， 4: 60-80%変色， 5: 80-100%変色．接種試験は 5本の穂に対し
て，1回行った． 
 
2-4. 増殖量 
各菌株を PSA寒天培地で 37°C，24時間培養後，滅菌水に懸濁し，OD610値を 0.2に
調整した．4 mlの LB液体培地に 40 μl加え，30°Cおよび 37°Cで振とう培養した．
培養 12，16，20，24時間後に OD610値を測定し，増殖量を評価した． 
 
2-5. Phytotoxin生産能 
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Phytotoxin生産能は Iiyamaらの方法を若干改編して調査した (Iiyama et al 1995)．
前述と同様の方法で 30°Cおよび 37°Cで 12, 16, 20, 24時間培養後，10000 gで 5分間
遠心分離し，上清を取り出した．1 mlの上清に 1 mlのクロロホルムを加え，クロロホ
ルム画分を抽出した．クロロホルムを留去後，80%メタノールを 1 ml加え，260 nmに
おける吸光度を測定し，phytotoxin生産量を評価した．コントロールとして無菌の LB
液体培地を用いた． 
 
2-6.  運動性 
運動性は Kimらの方法を若干改編して調査した(Kim et al 2007)．0.3%LB寒天培地
に前述のように調整した各菌液を 5 μl滴下し，30°Cおよび 37°Cで 24時間培養後，運
動性を確認した． 
 
2-7. シュウ酸生産能 
LB寒天培地に塩化カルシウムを 0.1%加え，各菌液を 5 μl滴下し，30°Cおよび 37°C
で 24 時間培養後，顕微鏡下でシュウ酸カルシウム結晶の有無を観察し，シュウ酸生産
能を評価した (Li et al 1999)．各濃度のシュウ酸を 5 μl滴下し，37°Cで 24時間培養
後，シュウ酸カルシウム結晶の有無を観察した． 
 
2-8.  N-acyl-L-homoserine lactone生産能 
前述と同様の方法で，4 mlの LB液体培地で 30°Cおよび 37°Cで 12, 16, 20, 24時
間振とう培養後，10000 gで 5分間遠心分離後，培養上清に 4 mlの酢酸エチルを加え
た．1 mlの酢酸エチル画分を抽出し，留去後，100 μlのアセトニトリルに溶解し，AHL
サンプルとした．また，平板培養における AHL生産量を決定するため，前述と同様の
方法で培養後，寒天培地を砕き，10 mlの酢酸エチルで AHLを抽出した．酢酸エチル
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を留去後，100 μlのアセトニトリルに溶解し，AHLサンプルとした．各菌株が生産し
ている AHLを TLC法により決定した(Shaw et al 1997)．逆相 TLCプレート(RP-18 
F254S, Merck)に各サンプルを 5 μlスポットし，メタノール：水＝80: 20で展開した．
乾燥後，バイオセンサーC. violaceum VIR07株を含む0.3% LB寒天培地を重層し，30°C
で 24時間培養後，violaceinスポットの位置を C6-および C8-AHLの標品と比較した．
AHL生産量を比較するため，各 AHLサンプルをアセトニトリルで 10，100倍希釈し，
ペーパーディスクにしみ込ませ，VIR07株を含む 0.3%LB寒天培地上に置床した．30°C
で 24 時間培養後，各希釈区における violacein 生産の有無を比較し，生産量を推定し
た． 
 
2-9. LB培地における pH変化 
前述と同様の方法で，LB液体培地で12, 16, 20, 24時間培養後，pHメーター(Docu pH 
meter, Sartorius, Japan)で pHを測定した．また，pH指示薬としてブロモチモールブ
ルー(BTB)を加えた LB寒天培地に各菌液を 5 μl滴下し，30°Cおよび 37°Cで 24時間
培養後，BTBの色調の変化によって pHを評価した． 
 
2-10. プラスミドプロファイル 
100 mlの LB液体培地に各菌液を 1 ml加え，30°Cで 12~16時間培養した．培養後，
遠心分離し，アルカリ-SDS 法によりプラスミドを抽出した． 0.7%アガロースを 10:1 
TAE bufferに浸し，50 mV で 2 時間電気泳動した．エチジウムブロマイドで染色後，
UVを照射し，プラスミドバンドを確認した． 
 
2-11. tofI, tofRおよび qsmRのシークエンス解析 
tofI/R 増幅用プライマーとして(5’- AGTTCGGCGTGTTCGTCAACGACGACTACG 
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-3’) and (5’- CAGGGAAGCAGAACCGCTGATGGAATGACG -3’)をゲノム解読株 B. 
glumae BGR1株のゲノム情報を元に設計した．KOD FX polymeraseを用いて PCRを
行い，pUC119の SmaI部位に挿入し，クローニングした (pCtofIR)．qsmR増幅用プ
ラ イ マ ー と し て (5’- CTTAAAGCATGCACGAACCGCCATTTGTCG -3’), (5’- 
TCAGCTCGCTTGGCGTGGCGGAAT -3’)を設計した．Blend Taq plusを用いて PCR
を行い，pGEM-T ベクターに TA クローニングした (pMqsmR)．シークエンス解析は
M13 プライマーおよび BigDye terminator version 3.1 を用いて，ABI Prism 3100 
genetic analyzer (Applied Biosystems)により行った． 
 
 
Table 2 Bacterial strains and plasmids 
Strain or plasmid Description Source or reference 
Chromobacterium violaceum  
VIR07 ATCC 12472 derivative, cviI:: Kmr, Apr Morohoshi et al. (2008) 
Burkholderia glumae  
MAFF 302748 MAFF 302748 wild type strain MAFF collection 
R1-1 MAFF 302748 derivative  This study 
R1-2 MAFF 302748 derivative This study 
R2 MAFF 302748 derivative This study 
Plasmids   
pGEM-T easy Cloning vector; Apr Promega 
pUC119 Cloning vector; Apr Takara Bio 
pMqsmR pGEM containing qsmR This study 
pCtofIR pUC119 containing tofIR This study 
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3. 結果 
3-1. 野生株およびコロニー変異菌のコロニー形態 
MAFF 302748 株の野生株は PSA培地上で白色，ドーム型，光沢をもち，わずかに
流動性のあるコロニーを形成し，TZC 培地上ではうっすらピンク色を呈した流動性の
高いコロニーを形成した (Fig. 3)．この野生株から継代培養により 3種のコロニー変異
菌 R1-1，R1-2，R2株を分離した．R1-1株および R1-2株は PSA培地上で肌色，扁平，
半透明で光沢がなく，流動性のないコロニーを形成し，R1-2 株でのみ黄色色素の生産
が認められたが，コロニー形態には R1-1 株と R2 株でほとんど差は見られなかった．
TZC 培地で R1-1 株は赤く，流動性のないコロニーを形成したのに対し，R1-2 株は半
透明で中心がうっすらオレンジ色を呈したコロニーを形成し，R1-1 株と明らかに異な
った．R2株は PSA培地上で周縁がわずかにぎざぎざで，厚く表面が乾いたコロニーを
形成し，中心部にはリング状の構造が見られた．TZC 培地上では厚く表面が乾いたピ
ンク色のコロニーを形成した． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 3 Colony morphology of Burkholderia. glumae MAFF 302748 wild-type strain 
(WT) and CMMs on PSA and TZC medium at 30°C for 4 days. 
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3-2. 野生株およびコロニー変異菌のジャガイモ腐敗能の比較 
30°C で培養した場合，野生株では水浸状の病斑が形成されたが，R1-1 および R1-2
株では病斑は形成されなかった．R2株では乾いた褐色病斑が形成された (Fig. 2a)． 
37°Cで培養した場合，野生株，R1-2および R2株で水浸状病斑が形成されたが，R1-1
株では病斑形成が全く認められなかった (Fig. 4a)． 
 
3-3. 野生株およびコロニー変異菌の苗およびもみに対する病原性の比較 
苗に対する接種の結果，R1-1 および R2 株は全く病原性を示さなかったが，R1-2 株
はわずかに病原性を示した (Fig. 4b)．一方，もみに対する接種の結果，R1-1は全く病
原性を示さなかったが，R1-2および R2株は病原性を示した (Fig. 4c)．しかし，野生
株に比べると病原性は低下していた． 
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Fig. 4 Pathogenicity on potato (a), rice seedlings (b) and spikelets (c) of Burkholderia glumae MAFF 302748 wild-type strain (WT) 
and CMMs. Differences of disease index between each strain were determined by Tukey-Kramer multiple comparisons method. w, 
x, y, z indicate statistically significant differences (α = 0.05). 
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3-4. 野生株およびコロニー変異菌の増殖量の比較 
 培養 12時間後まではいずれの菌株においても 30°Cで培養した場合よりも 37°Cで培
養した方が増殖量が高かった（Fig. 5a, b）．30°Cで培養した場合，培養 12時間後に
R2株でわずかに増殖速度が速い傾向が認められ，37°Cで培養した場合には培養 12時
間後に R1-1株の増殖速度がわずかに遅い傾向が認められたが，野生株とコロニー変異
菌の間に増殖量の大きな差はないもの推測された． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 5 Multiplication of B. glumae MAFF 302748 Wild-type strain and colony 
morphological mutants in LB broth with shaking at 30°C (a) and 37°C (b) for 12, 16, 
20, 24 h. 
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3-5. 野生株およびコロニー変異菌の phytotoxin生産能の比較 
30°C培養した場合，12時間後まで全ての菌株で phytotoxinは検出されなかったが，
培養 16時間以降，野生株でのみ phytotoxinが検出された(fig. 6a)．一方，37°Cで培養
した場合，野生株，R1-2 および R2 株では全ての期間で phytotoxin が検出されたが，
R1-2 および R2 の吸光度は野生株よりも低く，生産量が低下していることが示唆され
た (Fig. 6b)．R1-1 株はいずれの培養温度下，培養時間においても phytotoxin が全く
検出されなかった． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 6 Productivity of phytotoxin of Burkholderia glumae MAFF 302748 wild-type strain (WT) 
and CMMs in LB broth. Each strain was incubated both at 30°C (a) and 37°C (b) for 12, 16, 20, 24 h. 
Phytotoxin was extracted from supernatants with chloroform. The extracts were evaporated and 
resuspended in 80 % methanol, and absorbance at 260 nm was measured. Error bars indicate the 
standard deviations.  
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3-6. 野生株およびコロニー変異菌の運動性の比較 
30°C で培養した場合，野生株でのみ運動性が認められ，コロニー変異菌ではいずれ
も著しく運動性が低下していた (Fig. 7a)．一方，37°Cで培養した場合には R1-2株が
わずかに運動性を示したが，野生株に比べると低下していた．R1-1 および R2 株は全
く運動性を示さなかった (Fig. 7a)． 
 
3-7. 野生株およびコロニー変異菌のシュウ酸生産能の比較 
各濃度のシュウ酸を培地に滴下した結果，2.5-5 mMがシュウ酸カルシウム結晶の検
出限界であった (Fig. 6.5)．30°Cで培養した場合，野生株で多量のシュウ酸カルシウム
結晶が観察されたが，R1-1および R1-2では全く観察されなかった (Fig. 7b)．R2株で
は結晶が観察されたが，野生株に比べると量が少なく，さらに結晶が凝集している様子
が認められた．37°C で培養した場合，野生株では多量のシュウ酸カルシウム結晶が観
察された (Fig. 7b)．R1-2および R2株でもわずかに結晶が観察されたが，野生株に比
べると低下していることが示唆された．一方，R1-1 ではシュウ酸カルシウム結晶が全
く観察されなかった． 
 
 
Fig. 6.5 The relationship between the concentration of oxalate and crystal 
formation on LB agar medium containing 0.1 % CaCl2. 
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Fig. 7  Motility (a) and productivity of oxalate (b) of Burkholderia glumae MAFF 
302748 wild-type strain (WT) and CMMs. Each strain was incubated on 0.3 % LB 
agar medium for motility assay or LB agar medium containing 0.1 % calcium 
chloride for productivity of oxalic acid both at 30°C and 37°C for 24 h. Productivity 
of oxalic acid was assessed by whether oxalate calcium crystals were formed or not 
in medium under microscope. 
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3-8. 野生株およびコロニー変異菌の N-acyl-L-homoserine lactone生産能の比
較 
 
TLC解析の結果，野生株およびコロニー変異菌はいずれも C8-AHLと C6-AHLを生
産していることが明らかとなった（Fig. 8a）．培地中 AHL量を調査した結果，30°Cで
液体培養した場合，培養 12 時間後に野生株および R2 株に比べて，R1-1 および R1-2
株の AHL量に低下が認められた(Table 3)．培養 16時間後，20時間後には野生株とコ
ロニー変異菌間で AHL 量に差は見られなかったが，培養 24 時間後には野生株でのみ
100 倍希釈区までバイオセンサーの反応が見られたことから，コロニー変異菌の AHL
量は野生株よりも低下していることが示唆された．37°Cで培養した場合，12時間後に
R1-1株でのみ AHL量の低下が認められた．培養 16時間後には野生株とコロニー変異
菌の間に AHL量の差はほとんどみられず，100倍希釈区までバイオセンサーの反応が
見られたが，培養 20時間以降，コロニー変異菌では 100倍希釈区における反応が見ら
れなくなったことから，AHL が分解されていることが示唆された（Table 3）．平板培
養においては 30°C で培養した場合，コロニー変異菌の AHL 量はいずれも野生株より
も低下していた (Fig. 8b)．37°C で培養した場合，野生株と R1-2 株では AHL 量にほ
とんど差が見られなかったが，R1-1および R2株では野生株よりも低下していた (Fig. 
8b)． 
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Fig. 8 Characterization and quantification of AHLs produced by 
Burkholderia glumae MAFF 302748 wild-type strain (WT) and 
CMMs. (a) AHLs produced by WT and CMMs were characterized by 
TLC assay. AHLs produced by each strain were identified by 
comparing with AHL standards of C6-AHL and C8-AHL. (b) To 
determine the amount of culture AHLs in LB agar medium, each 
strain was incubated above membrane filter on LB agar medium 
both at 30°C and 37°C for 24 h. AHLs were extracted with ethyl 
acetate from broken culture agar. After evaporation, the residue was 
resuspended in acetnitrile and the suspension was used without 
diluting (×1) or with diluting 10 times (×1/10) adding acetonitrile. 
Each AHL sample was dropped on paper disk and that were put on 
LB agar overlaid 0.5 % LB agar containing C. violaceum VIR07 and 
incubated at 30°C for 24 h. The amount of AHLs was assessed by 
sensitivity of C. violaceum VIR07 on each AHL sample. 
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Table 3 Quantitative analysis of AHLs in LB culture of Burkholderia glumae MAFF 302748 wild-type strain (WT), and 
derivatives, R1-1, R1-2, R2 using Chromobacterium violaceum VIR07 as AHL reporter strain 
 
Each strain was grown in LB broth with shaking for 12, 16, 20, 24 h both at 30 and 37°C. Culture supernatants were serially 
diluted 10- or100-fold and each solution was applied to paper disk. That was put on LB agar medium overlaid with 0.5 % LB 
agar containing C. violaceum VIR07. After incubation at 30°C for 24 h, AHLs in each supernatant were detected based on 
formation of purple pigment violacein around disks by VIR07. aDilution rate of culture supernatants, 1=undiluted, 
1/10=10-fold diluted, 1/100=100-fold diluted with LB broth, b +: Induced violacein production, c －: Not induced violacein 
production, d＋/－: Slightly induced violacein production 
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3-9. 野生株およびコロニー変異菌の LB培地における pH変化の比較 
液体培養では 30°Cで培養した場合，野生株では培養 16時間まで culture pHが上昇
し，培養開始時の 7.0を上回っていたが，培養 20時間以降，culture pHが急激に低下
し，培養開始時の pH を下回った (Fig. 9a)．一方，コロニー変異菌では培養期間中常
に culture pHが上昇し続け，培養開始時の pHを上回っていた．37°Cで培養した場合，
野生株では培養 12時間まで culture pHが上昇し，培養開始時の pHを上回っていたが，
培養16時間以降，culture pHが急激に低下し，培養開始時のpHを下回った (Fig. 9b)．
一方，コロニー変異菌では培養期間中常に culture pHが上昇し続け，培養開始時の pH
を上回っていた．しかし，R2 型菌はいずれの培養温度下においても他のコロニー変異
菌よりもわずかに低い culture pHを示した． 
平板培養では 30°C で培養した場合，野生株のみ culture pH の低下がみられ，コロニ
ー変異菌ではいずれも culture pHが上昇していた (Fig. 9c)．一方，37°Cで培養した
場合，野生株に加え，R1-2株においても culture pHの低下が認められ，さらに R2型
菌は中性～弱アルカリ性を示し，30°Cで培養した場合よりもわずかに低い culture pH
を示していることが示唆された (Fig. 9d)．R1-1 株は 30°C で培養した場合と同様に
culture pHが上昇した．R1-2株は 30°Cで培養した場合には R2株よりも culture pH
が上昇している傾向が認められたが，37°C で培養した場合には R2 株よりも明らかに
culture pHが低下していた(Fig. 9e)． 
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Fig. 9 Culture pH of Burkholderia glumae MAFF 302748 wild-type strain (WT) and 
CMMs in LB broth (a, b) and on LB agar medium containing BTB (c, d). Each strain 
was incubated in LB broth with shaking both at 30°C (a) and 37°C (b) for 12, 16, 20, 
24 h and was incubated on LB agar medium containing BTB both at 30°C (c) and 
37°C (d) for 24 h. (e) R1-2 and R2 was streaked on LB agar medium containing BTB 
at 30 and 37°C for 24 h. Error bars of columns indicate the standard deviations. 
e 
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3-10. 野生株およびコロニー変異菌のプラスミドプロファイルの比較 
野生株，R1-2，R2 株では 2 本のバンドが確認されたのに対して，R1-1 株では大き
い方のバンドが消失しており，バンドが一本のみであった (Fig. 10)． 
 
 
Fig. 10 Plasmid profile of Burkholderia glumae wild-type strain and CMMs. 
 
3-11. 野生株およびコロニー変異菌の tofI, tofR, qsmR配列の比較 
シークエンス解析の結果，野生株とコロニー変異菌の tofI, tofR, qsmRの配列に差は
なく，コロニー変異菌のこれらの配列は変異していないことが明らかとなった
(Accession No. AB757834 to AB757845)． 
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4. 考察 
B. glumaeは自然突然変異を起こしやすく，継代培養中に病原性の低下を伴ったコロ
ニー変異菌が出現する (Tsushima et al 1991)．さらに自然発病したもみからも，もみ
に病原性を示さず苗にのみ病原性を示す変異株や非病原性変異株が分離されている 
(Nandakumar et al 2009)．これら自然突然変異株の病原性変異機構については全く明
らかにされておらず，自然突然変異株の解析は新たな病原性関連遺伝子の特定や環境適
応機構の解明につながることが期待される．本研究では 3種類のコロニー変異菌 R1-1
株，R1-2株，R2株を特定することができた．本菌の病原性や各種病原性関連形質の制
御には QSSが中心的役割を果たしていることから，QSS関連形質として phytotoxin
生産能，運動性，AHL生産能，病原性などを調査した． 
ジャガイモ腐敗能，苗およびもみに対する病原性を調べた結果，野生株およびコロニ
ー変異菌の病原性パターンはそれぞれ異なることが明らかとなった．R1-1株はジャガ
イモ，苗，もみ全てに病原性を示さず，完全に非病原性であることが明らかとなった．
R1-2株はジャガイモに対しては 37°Cで培養した場合にのみ病原性を示したのに対し，
苗およびもみに対しては野生株に比べると劣るものの病原性を示した．R2株は 30°C
で培養した場合，ジャガイモ切片に乾いた褐色病斑を形成し，他の菌株と明らかに異な
る病徴を形成し，R2型菌特異的な特徴であることが明らかとなった．さらに R2型菌
は苗に対しては病原性を全く示さなかったが，もみに対しては野生株に劣るもののわず
かに病原性を示した．このような病原性パターンは自然発病もみから分離された変異株
と類似している (Nandakumar et al 2009)．苗およびもみそれぞれに必須な病原性因
子の違いについてはこれまで明らかにされておらず，R2型菌の解析はこれらの違いを
明らかにするのに有用であることが推測された． 
Phytotoxin生産能を調べた結果，30°Cで培養した場合，コロニー変異菌ではいずれ
も検出限界以下であり，phytotoxin生産能が著しく低下していることが明らかとなっ
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た．B. glumaeは高温を好み菌であり，増殖や toxin生産が高温下で促進されることが
報告されている (Matsuda and Sato 1988)．37°Cで培養した場合には R1-2株および
R2株でわずかに検出されたが，R1-1株では全く検出されなかったことから，R1-1株
は完全に toxin生産を失っていることが示唆された．また，R1-2では 37°Cで培養した
場合，培養 12時間後よりも 16時間後で phytotoxin生産量が減っており，phytotoxin
が分解されていることが示唆された．同様の現象は B. glumae BGR1株の qsmR破壊
株においても認められている (Kim et al 2007)．しかしながら，qsmR破壊株は運動性
やもみに対する病原性を示さないことが報告されているのに対して，R1-2株では運動
性，病原性ともにわずかであるが認められており，さらに野生株の qsmR配列と比較し
ても差が見られなかったことから，qsmR以外の病原性レギュレーターの存在が示唆さ
れた． 
運動性はもみに対する病原性に必須であることが報告 (Kim et al 2007)されている
が，R1-1株および R2株は 30°Cおよび 37°Cいずれの培養温度で培養した場合も運動
性を示さなかった．しかし，R2株はもみに対する病原性が認められたことから，もみ
上には LB培地中にはない R2株の運動性を誘導する因子が存在することが示唆された．
また，R1-2株は 30°Cで培養下では運動性を示さなかったが，苗に対する病原性を示し
た．苗に対する病原性と運動性の関係については不明であり，今後の解析が期待される． 
シュウ酸生産は Burkholderia属に特異的な特徴であり，B. glumaeにおいては病原
性因子の一つとして考えられている．30°Cで培養した場合，野生株では多量のシュウ
酸カルシウム結晶が見られたのに対し，R1-1株および R1-2株では全く見られなかった．
R2株では結晶が見られたが，野生株に比べると低下しているように思われた．さらに
R2株ではシュウ酸カルシウム結晶が凝集している様子が見られ，この現象は R2型菌
特有の特徴であることが示唆された．R1-1株は 37°Cで培養した場合にもシュウ酸カル
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シウム結晶が全く観察されなかったが，R1-2株および R2株では野生株に比べると生
産量は低下しているように思われたが，結晶形成が認められた． 
平板培養時の AHL量は 30°Cで培養した場合にはすべてのコロニー変異菌で低下が
認められたが，37°Cで培養した場合には R1-1および R2株で低下が認められたのに対
し，R1-2株では野生株と同程度であった．液体培養における各コロニー変異菌の AHL
量は 30°Cで培養した場合には培養 20時間後，37°Cで培養した場合には培養 16時間
後に最大量を示し，野生株の AHL量と同等であった．しかし，培養時間が延びるにつ
れて，野生株では同レベルの AHL量が維持されたのに対して，コロニー変異菌では培
地中 AHL量が低下していく現象が見られたことから，コロニー変異菌における AHL
量の低下は生産能の低下ではなく，培養後期において培地中 AHLが分解されているこ
とが示唆された．AHLはアルカリ条件下で不安定であり，AHL中のラクトン環が開
裂・分解され，シグナル物質としての機能を失うことが報告されている (Yates et al 
2002)．LB培地で培養した場合の culture pHについて調査したところ，30°Cで培養
した場合，野生株では pHが低下したのに対し，コロニー変異菌ではいずれも pHが上
昇していることが明らかとなった．LB培地はアミノ酸やペプチドが主要炭素源となっ
ており，利用可能な糖をほとんど含まないことが報告されている(Sezonov et al 2007)．
このため，アミノ酸の代謝によりアンモニアが放出され，多くの細菌種では LB培地で
培養した場合pHが上昇することが知られている(Yates et al 2002; Sezonov et al 2007)．
B. glumaeの野生株では pHの低下がみられたことから，アミノ酸が炭素源となるよう
な環境下において酸性環境を作り出せることが本菌野生株の特異的形質の一つである
ことが示唆された．液体培養ではいずれの培養温度下においてもコロニー変異菌の
culture pHは上昇したが，平板培養では 37°Cで培養した場合に R1-2株で pHの低下
が認められたことから，液体培養と平板培養で culture pHの制御機構は異なることが
示唆された．また，平板培養時の R1-2株の culture pHは 30°Cで培養した場合には
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R2株よりも上昇していたが，37°Cで培養した場合には R2株よりも低下していたこと
から(Fig. 9e)，温度依存的な制御機構の存在が示唆された．R1-2株の平板培養時の
culture pHと AHL量の関係を野生株と比較すると，30°C培養下では pHの上昇と供
に AHL量が低下しているのに対し，37°C培養下では pHの低下と供に AHL量が野生
株と同程度まで回復したことから，LB培地における pH変化と培地中 AHL量の間に
は相関性があることが示唆された．一方，本研究では R2株を 30°Cで平板培養した場
合，シュウ酸生産が見られたにもかかわらず，pHが上昇していたことから，シュウ酸
生産と pHの関係については明らかにすることができなかった．しかし，R2株のシュ
ウ酸生産量は低下している傾向が見られたことから，シュウ酸生産と culture pHの関
係を明らかにするためには，今後定量的・遺伝学的な解析が必要である． 
野生株の culture pH は一度上昇し，その後急激に低下し始めたことから，LB培地に
おける pHの低下は密度依存的であることが示唆された．B. glumaeは 2種類の endo
型ポリガラクツロナーゼを生産することが報告されているが，いずれも至適 pHが 3程
度であることが明らかにされている (Degrassi et al 2008)．さらにポリガラクツロナー
ゼ生産は QSSにより制御されていることから，ポリガラクツロナーゼと酸の生産が
QSSにより同時に制御されているとすると，効率的な病原性発現が可能になると推測
される．一方で，環境 pHは酵素活性や遺伝子発現プロファイル，バイオフィルム形成
など様々な形質に影響を与えることが報告されている(Gale 1943; Tucker et al 2002; 
Wulff et al 2008)．本研究でコロニー変異菌は phytotoxin生産や運動性，病原性の低下
が認められたが，pHの影響である可能性もあり，今後，pHと各種病原性関連形質の
関係についても詳細な解析が求められる． 
B. glumaeの type strain ATCC 33617は病原性が失われており，tofRに変異を起こ
していることが明らかにされている(Devescovi et al 2007)．AHLレセプタータンパク
質遺伝子の変異は Pseudomonas aeruginosaの臨床株や環境分離株，実験室株におい
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ても見出されており (Cabrol et al 2003; Heurlier et al 2005)，AHLレセプタータンパ
ク質遺伝子は変異の hot spotの一つと考えられる．本研究で R1-1株は QSSによって
制御されていることが報告されている phytotoxin生産能，運動性および病原性が完全
に失われていたが，R1-1株は野生株と同じ C6, C8-AHLを生産しており，生産量も低
下していないことが示唆された．さらにシークエンス解析の結果，tofI, tofR, qsmRい
ずれの配列にも変異が認められなかったことから，R1-1株の QSSは正常に機能してお
り，tofI/R系 QSS以外に密度依存的な制御機構が存在し，そこが R1-1株の変異部位で
あることが示唆された．また，これまで本菌のプラスミドは病原性に関与しないことが
推測されていたが(Kamiunten et al 1985)，R1-1株ではプラスミドの脱落が認められ
たことから，今後，本菌におけるプラスミドの役割についても検討していく必要性が示
唆された． 
以上のように各コロニー変異菌の特性について明らかにすることができ，得られた情
報を基に今後新たな自然突然変異の探索が可能になると思われる．自然突然変異が起こ
りやすいことは本菌の特異的な形質の一つであり，これら自然突然変異株の解析は本菌
の環境適応機構に関する新たな知見を得るために有用であると思われる． 
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Table 4 野生株およびコロニー変異菌の特性評価 
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第 3章 
Burkholderia glumae の LB 培地における pH
低下現象の解析 
 
1. 緒言 
前章の特性調査の結果から本菌野生株は LB培地で pHが低下し，一方で 3種のコロ
ニー変異菌は培養方法または培養温度によって異なる pH 変化を示すことが明らかと
なった．LB培地は peptone, yeast extract, 塩化ナトリウムから構成されており，糖を
ほとんど含ます，炭素源としてアミノ酸やペプチドが主要となっている．このため，多
くの細菌種は LB培地で培養した場合，アミノ酸の代謝によりアンモニアが発生するた
め，pH は上昇することが知られている．LB 培地で pHが低下する B. glumae 野生株
ではこのアンモニアを上回る酸が生産されていると推測され，この現象は本菌に特異的
な現象であると思われた．また，野生株における pHの低下は密度依存的であったこと
から，QSSとの関連性も疑われた．本菌はシュウ酸を生産することが知られているが，
前章の結果からはシュウ酸生産能と pH の低下の関係について明らかにすることがで
きなかった．本章ではトランスポゾンを用いた変異株解析により本菌の LB培地におけ
る pH低下現象について知見を得ることを目的とした． 
 
2. 材料および方法 
2-1. 供試菌株，プラスミド，試薬 
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供試菌株およびプラスミドはTable 1に示した．開花直後のもみを滅菌水中で磨砕し，
LB寒天培地を用いてイネ生息細菌を分離した．LB培地は pH 7.0 に調整して用いた．
抗生物質として 10 μg/mlリファンピシン，50 μg/mlカナマイシン，100 μg/mlアンピ
シリンを用いた．イネ花粉を開花期に回収し，蒸留水に懸濁後，10000gで 10分間遠
心分離後，0.22 μmのミリポアフィルターでろ過滅菌したものを花粉抽出液とし，使用
まで-20 °Cで保存した．花粉培地は花粉抽出液に 0.1% BTBを含む同量の 1.5% 素寒
天培地と混合し，作製した． 
 
 
 
Table 5 Bacterial strains and plasmids 
 
Strain or plasmid Description Source or reference 
Escherichia coli  
DH5α 
F-, Φ80dlacZΔM15, 
Δ(lacZYA-argF)U169, deoR, recA1, 
endA1, hsdR17(rK-, mK+), phoA, 
supE44, λ-, thi-1, gyrA96, relA1 
Nippon Gene 
S17-1 γ/pir 
thi pro hsdR hsdM+ recA RP4 
2Tc::Mu-Km::Tn7 
Simon et al, 1983 
Chromobacterium violaceum  
VIR07 ATCC 12472 derivative, cviI:: Kmr, Apr 
Morohoshi et al, 
2008 
Burkholderia glumae  
MAFF 302748 MAFF 302748 wild-type strain, Rifr MAFF 
BPH38 obcA::Tn5 derived from MAFF 302748 This study 
Plasmids  
pUC119 Cloning vector; Apr Takara Bio 
pBSL180 
Mobilizable sucide vector, Tn10 ::kan 
donor plasmid; Kmr 
Alexeyev et al, 1995 
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2-2. トランスポゾン変異株の作製と pH非低下株のスクリーニング 
トランスポゾン pBSL180 ( Alexeyev et al 1995)を導入したE. coli S17-1 γpirをカナ
マイシンおよびアンピシリンを加えた LB液体培地で，B. glumae MAFF 302748株を
LB液体培地で 16時間振とう培養した．培養後，10000gで 5分間遠心分離し，上清を
棄て菌体を滅菌水で洗浄した．再度 10000gで 5分間遠心分離し，10 μMのMgSO4に
溶解した．10 μMのMgSO4を加えた LB寒天培地上に 0.45 μmのミリポアフィルター
を置き，懸濁液を滴下後，30 °Cで 4時間培養した．培養後，菌体を 1 mlの LB液体
培地に懸濁し，100 μlをカナマイシンおよびリファンピシンを加えた LB寒天培地上に
コンラージし，37 °Cで 3日間培養した．生育したコロニーをいったんカナマイシンお
よびリファンピシンを加えた LB寒天培地に移植し，37 °Cで一晩培養させた後，0.1% 
BTB，カナマイシンおよびリファンピシンを加えた LB寒天培地に移植し，30 °Cで 24
時間培養後，BTBの色調を確認した． 
 
2-3. トランスポゾン挿入部位の特定 
得られたトランスポゾン変異株から染色体を抽出し，各種制限酵素で切断した．エタ
ノール沈殿した後，蒸留水に溶解し，ligation-high を加え，16°C で 30 分間セルフラ
イゲーションさせた．ライゲーション後の溶液を鋳型 DNA および NTPII-N; 
TGCAATCCATCTTGTTCAATCAT, NTPII-C; CTTCCTCGTGCTTTACGGTAT プラ
イマーセット()と KOD FXを用いて inverse PCRを行った．増幅した PCR断片を生成
後，pUC119の SmaI部位に挿入し，クローニング後，シークエンス解析を行った．得
られた配列を，Blastプログラムを用いて検索し，トランスポゾン挿入部位を推定した．
obcA のトランスポゾンの挿入は obcA-F1: ATGACATCGCTATACATCACGGCAG, 
-R1: TCAGCCCGCCGCGGTCTGGGGGTCG プライマーを用いて確認した． 
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2-4. Culture pH の測定 
TSB寒天培地で 37 °C，一晩培養した各菌体を滅菌水に懸濁し，OD610値を 0.2に調
整した．調整した各懸濁液を，BTBを加えた LB寒天培地上に 5 μl滴下し，30 °Cま
たは 37 °Cで 24時間培養し，BTBの色調の変化を調査した． 
 
2-5. シュウ酸生産能の調査 
前述と同様の方法で野生株および BPH13株の菌液を調整し，5 μlを 0.1% LB寒天
培地に滴下した．30 °Cおよび 37 °Cで 24時間培養後，顕微鏡下でシュウ酸カルシウ
ム結晶の有無を調査した． 
 
2-6. 運動性の調査 
培地 pHが運動性に与える影響を調べるために，pH 6.5, 7.0, 7.5に調整した 0.3% LB
寒天培地に BTBを加え，さらに緩衝液として 50 mM のMOPSを加えた．前述と同様
の方法で野生株および BPH13株の菌液を調整し，5 μlを培地に滴下し，30 °Cおよび
37 °Cで 24時間培養し，運動性を調査した． 
 
2-7. BPH38株の病原性 
 開花期のもみにMAFF 302748株および BPH38株を接種した．ビニールで覆い一晩
培養後，ビニールを外し，10 日間常温で培養し，病原性を調査した．病原性の評価は
前章と同様の方法で行った． 
 
3. 結果 
3-1. pH非低下株の AHL生産能とトランスポゾン挿入部位の特定 
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 約 13000株をスクリーニングし，35菌株の pH非低下株（BPH株）を取得した．得
られたトランスポゾン変異株の AHL 生産能を調べた結果，すべての菌株で AHL 生産
能が確認された．得られた pH非低下株のうち，1菌株についてトランスポゾン挿入部
位を決定した．その結果，BPH38 株ではシュウ酸合成遺伝子 obcA (Nakata and He 
2010)にトランスポゾンが挿入されていることが明らかとなった． 
 
3-2. BPH38株の culture pH 
LB寒天培地で培養した場合の culture pHを調べた結果，30 °Cおよび 37 °Cいずれ
の培養温度下においても野生株では pH の低下が，BPH38 株では pH の上昇が認めら
れた (Fig. 11a)．次に花粉培地に BTBを加えたところ，わずかに黄色を呈したことか
ら，花粉培地は弱酸性であることが推測された (Fig. 11b)．花粉培地で培養した場合の
culture pHを調べた結果，野生株では pHが低下したのに対して，BPH38株では上昇
がみられた (Fig. 11b)．しかし，花粉培地では LB培地ほどの pHの上昇は見られず，
中性付近で pHの上昇が止まった． 
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Fig. 11  Culture pH change of Burkholderia glumae wild-type strain and BPH38 
on LB (a) and pollen agar medium (b) containing BTB. 
  
(a) 
(b) 
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3-3. BPH38株の運動性 
30 °Cで培養した場合，野生株と BPH38株の運動性に大きな差は見られなかったが，
培地 pHが上がるにつれて両菌株とも運動性が低下していく傾向が見られた (Fig. 12a)．
また，緩衝液の添加によりわずかに pH の上昇が抑えられている傾向が認められた．
37 °Cで培養した場合，BPH38株は培地 pHが 7.0および 7.5のとき，野生株に比べる
と著しく運動性が低下していたが，培地 pHが 6.5および 7.0のとき，緩衝液を加える
ことで運動性が増加した (Fig. 12b)．野生株ではMOPS添加で運動性が抑制される傾
向が認められた．また，野生株においても培地 pH が 7.5 のとき MOPS 添加区では運
動性が著しく低下していた．  
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Fig. 12  Motility of Burkholderia glumae wild-type strain and BPH38 on 0.3 % LB 
agar medium containing BTB at (a) 30 °C and (b) 37°C  
(a) 
(b) 
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3-4. BPH38の病原性 
BPH38 株のもみに対する病原性を確認した結果，野生株と同等の病原性を示すこと
が明らかとなった (Fig. 13)． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 13  Pathogenicity of Burkholderia glumae wild-type strain and BPH38 on rice 
spikelets. 
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3-5. イネ生息細菌の LB培地および花粉培地における pH変化 
出穂後のもみよりイネ生息細菌を分離した．LB寒天培地で培養した結果，全てのイ
ネ生息細菌で pHの上昇が確認された (Fig. 14a)．一方，花粉培地で培養した場合，pH
低下株，pH 不変株，pH 上昇株の 3 グループに分かれることが明らかとなった (Fig. 
14b)． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 14  Culture pH change of rice isolates on LB agar (a) and pollen agar 
medium (b) containing BTB at 37°C for 24 h 
  
(a) 
(b) 
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4. 考察 
B. glumaeを LB培地で培養した場合，pHが低下することが前章の結果から明らか
となった．LB培地はペプトン，酵母エキス，塩化ナトリウムから構成されており，炭
素源としてアミノ酸やペプチドが主要となっているため，アミノ酸の代謝によりアンモ
ニアが発生し，多くの細菌種では pH が上昇することが知られている (Sezonov et al 
2007)．このことから B. glumaeにおいてもアミノ酸類の代謝によりアンモニアが発生
しているが，アンモニアを上回る酸が生産されていることが推測された．トランスポゾ
ン変異株の中から LB培地で pHが上昇する変異株をスクリーニングした結果，BPH38
株ではシュウ酸合成遺伝子である obcA にトランスポゾンが挿入されており，BPH38
株は 30 °Cおよび 37 °Cいずれの培養温度下においてもシュウ酸を生産せず，pHが上
昇することが確認された．このことから LB培地における pHの低下にはシュウ酸が関
与することが示唆された．  
BPH38株の運動性を調査した結果，30°Cで培養した場合には野生株とほとんど差が
見られなかったが，37 °Cで培養した場合には培地 pH依存的に運動性が著しく低下す
ることが明らかとなった．野生株においても培地 pHが 7.5のときに著しい運動性の低
下が認められたことから，本菌はアルカリ条件下での運動能力が弱く，シュウ酸生産能
はアルカリ条件下における運動性に重要であることが示唆された．本菌はもみ上で花粉
を餌に増殖することが報告されている(畔上 1997)ことから，開花期に花粉を採取し，
花粉培地を作製したところ，花粉培地は弱酸性を示したが，花粉培地で培養した場合の
culture pH を調査したところ，花粉培地においてもシュウ酸依存的な pH の低下がみ
られた．もみに対する病原性には運動性が必須であることから，シュウ酸生産能ともみ
に対する病原性の関係を調べるためにもみへの接種試験を行ったが，BPH38 株は野生
株と同等の病原性を示すことが明かとなった．この原因として，LB 培地における運動
性の試験では培養開始時の pHが低い場合には運動性の低下が穏やかであり，花粉培地
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は弱酸性であったことから，もみ上における pH環境も弱酸性であることが関係してい
ると推測される．さらにもみでは受粉後にデンプンの合成が始まるが，その過程におい
て各種有機酸が発生することから，もみ上では pHの上昇が起こりにくく，もみに対す
る病原性にシュウ酸生産能は影響しにくいことが示唆された． 
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第 4章 
日本各地で分離された B. glumae の quorum 
sensing変異株の解析 
 
1. 緒言 
これまでB. glumaeの病原性および病原性関連形質がquorum sensingによって制御
されていることが韓国産 B. glumae BGR1をモデルとした解析から明らかにされてき
た．ところが，アメリカ産 B. glumae 336gr-1 株の tofI 破壊株および tofR 破壊株が
phytotoxin 生産能やもみに対する病原性を保持したままであることが報告され, 地理
的に異なる菌株間で病原性発現におけるquorum sensing依存性が異なることが示唆さ
れた(Chen et al 2012)．そこで日本産 B. glumaeの quorum sensing変異株の比較解析
を行った． 
 
2. 材料および方法 
 
2-1. 供試菌株，プラスミド 
供試菌株およびプラスミドは Table6および 7に示した． 
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Table 6 Burkholderia glumae isolated in Japan 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Burkholderia glumae Isolation date Source Site on the source Location 
MAFF 301441 1982 Oryza sativa Unknown Hiroshima, Japan 
MAFF 302417 1984 Vigna radiate Sprout Tokyo, Japan 
MAFF 302437 1984 Oryza sativa Grain Ooita, Japan 
MAFF 302552 1991 Oryza sativa Leaf sheath Kumamoto, Japan 
MAFF 302748 1982 Oryza sativa Seedling Ibaraki, Japan 
MAFF 302874 1979 Oryza sativa Grain Ibaraki, Japan 
MAFF 302930 1990 Oryza sativa Seedling Iwate, Japan 
MAFF 302934 1990 Oryza sativa Seedling Miyagi, Japan 
MAFF 311026 1991 Oryza sativa Seedling Hokkaido, Japan 
MAFF 311193 1997 Oryza sativa Seedling Toyama, Japan 
MAFF 311196 1996 Oryza sativa Seedling Nagano, Japan 
MAFF 311199 1996 Oryza sativa Seedling Yamaguchi, Japan 
MAFF 311266 1982 Oryza sativa Grain Fukuoka, Japan 
MAFF 311509 2005 Oryza sativa Grain Okinawa, Japan 
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Table 7 Bacterial strains and plasmids 
 
Strain or plasmid Description Source or reference 
Escherichia coli  
  DH5α F-, Φ80dlacZΔM15, 
Δ(lacZYA-argF)U169, deoR, recA1, 
endA1, hsdR17(rK-, mK+), phoA, supE44, 
λ-, thi-1, gyrA96, relA1 
Nippon Gene 
  S17-1 γ/pir thi pro hsdR hsdM+ recA RP4 
2Tc::Mu-Km::Tn7 
Simon et al 1983 
Burkholderia glumae  
dI441 A ΔtofI derivative of MAFF 301441 This study 
dI417 A ΔtofI derivative of MAFF 302417 This study 
dI437 A ΔtofI derivative of MAFF 302437 This study 
dI552 A ΔtofI derivative of MAFF 302552 This study 
dI748 A ΔtofI derivative of MAFF 302748 This study 
dI874 A ΔtofI derivative of MAFF 302874 This study 
dI930 A ΔtofI derivative of MAFF 302930 This study 
dI934 A ΔtofI derivative of MAFF 302934 This study 
dI026 A ΔtofI derivative of MAFF 311026 This study 
dI193 A ΔtofI derivative of MAFF 311193 This study 
dI196 A ΔtofI derivative of MAFF 311196 This study 
dI199 A ΔtofI derivative of MAFF 311199 This study 
dI266 A ΔtofI derivative of MAFF 311266 This study 
dI509 A ΔtofI derivative of MAFF 311509 This study 
Chromobacterium violaceum  
  CV026 
ATCC 31532 derivative, cviI::Tn5xylE, 
Kmr, Smr 
McClean et al 1997 
VIR07 ATCC 12472 derivative, cviI:: Kmr, Apr Morohoshi et al 2008 
Plasmids   
pGEM-T Cloning vector; Apr Promega 
pUC119 Cloning vector; Apr Takara Bio 
pGP704Sac38 pBBR322 derivative with R6K ori, mob 
RP4, polylinker from M13 tg131 
containing sacB : Apr 
Morohoshi et al 2004 
pGEMtofI1000 PCR clone containing upstream and 
downstream flanking region of tofI 
This study 
pGEMtofI800 pGEM-T containing 200 bp deleted 
sequence of tofI region 
This study 
pGPSacBKm pGP704Sac38, Kmr This study 
pGPtofI800 pGPSacBKm containing 200 bp deleted 
sequence within tofI  
This study 
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2-2.  tofI破壊株の作製 
tofI の内部配列約 200 bp を欠損させるために，tofI を含む約 2300 bp の配列を
tofI-1000-F; 5´-TGACGTCGCGATCCTCTGTCTGC-3´, tofI-1000-R; 
5´-GAGCTGCTGCTCGTTTTCCGCC-3´プライマーを用いて PCRにより増幅した．鋳
型 DNAには MAFF 302748 株の染色体 DNA を用いた．増幅産物を pGEM-Tベクタ
ーにクローニングし，pMtofI1000 とした．次に欠損予定部位の N 末端および C 末端
から外向きにプライマー (tofI-N; 5´-CATTCGCATCGCGTCCCAATACGT-3´, tofI-C; 
5´-TCACGTTCTGCAGCATCGAGCG-3´)を設計し，pMtofI1000 を鋳型 DNA とした
inverse PCRを行った (Dorrel et al 1996)．PCR後，DpnI処理を行い，セルフライゲ
ーションしたものを pMtofI800 とした．スーサイドベクターである pGP704Sac38 の
PstI サイトに pKRP11 から PstI で切り出したカナマイシン耐性遺伝子を導入し，
pGPSacBKmrとした．pMtofI800 を EcoRI で処理し，内部配列を欠損させた tofI を
pGPScaBKmrのMfeIサイトに導入し，tofIの破壊ベクターpGPSacBtofI800を作製し
た．pGPSacBtofI800を導入した E. coli S17-1 γpir株および，B. glumaeの各菌株を
LB液体培地で 37°C, 16時間振とう培養後，1回遠心洗浄し，50 μlの 10 mM MgSO4
に菌体を懸濁し，10 mM MgSO4を加えた LB寒天培地上のメンブランフィルター上に
滴下した．30°Cで 5時間培養後，50 μg/mlのカナマイシンおよび 10 μg/mlのコリス
チンを加えた LB 寒天培地上にかきとった菌体を画線し，37°C で 2 日間培養した．培
養後，単コロニーをつまようじで釣菌し，50 μg/mlの LB液体培地 4ml中で 37°C，12
時間振とう培養した．培養後，培養液に白金耳を浸し，10 %スクロースおよび 10 μg/ml
のコリスチンを含む LB寒天培地上に画線し，37°Cで 24時間培養した．出現したコロ
ニーはバイオセンサーC. violaceum VIR07株を用いて，cross streak法により，AHL
生産能を確認した．また，得られた AHL非生産株から染色体 DNAを抽出し，tofI(H)-F, 
-Rプライマーを用いて，増幅産物のバンドサイズの確認を行った． 
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2-3. 日本産 B. glumaeおよび tofI破壊株の特性評価 
日本産 B. glumaeの AHL生産能，phytotoxin生産能およびシュウ酸生産能について
調査した．AHLの抽出および生産される AHLの同定は前述のように行った．C6-HSL
の検出には C. violaceum CV026株を，C8-HSLの検出には C. violaceum VIR07株を
用いた． 
Toxoflavin 生産能を調べるために各菌株を LB 寒天培地に画線し，37°C，24 時間培養
した．Toxoflavinは LB培地中で黄色色素として生産されることから(Kim et al 2004, 
Chen et al 2012)，LB寒天培地上における黄色色素生産能を指標に toxoflavin生産能
を評価した． 
シュウ酸生産能は各菌株を 0.1% CaCl2を含む LB 寒天培地に OD610値を 0.2 に調整
した各菌液を 5 μl滴下し，37°Cで 24-48時間培養後，肉眼および顕微鏡下でシュウ酸
カルシウム結晶の有無を確認した． 
 
3. 結果 
3-1. 日本産 B. glumaeの特性評価 
AHL生産能を調べた結果，全ての菌株で C8-HSLおよび C6-HSLの生産が認められ
た．さらに toxoflavin生産能，シュウ酸生産能に関しても全ての菌株において保持され
ていることが確認された(Table 8)． 
 
3-2. tofI破壊株の特性評価 
内部配列約 200bp を欠損させたマーカーレスの tofI 破壊株を作製し，得られた破壊
株がいずれもAHL生産能を失っていることを確認した (Table 8, Fig. 15a)．さらに tofI
の破壊の成否は PCR産物のバンドサイズからも確認された (Fig. 15b )．QSSによって
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制御されている形質として toxoflavin生産能およびシュウ酸生産能を調査した結果，供
試した 14菌株のうち，両形質が完全に失われた菌株は dI417および dI874株の 2菌株
のみであり，残りの 12 菌株ではこれら生産能が保持されていることが明らかとなった 
(Table 8, Fig. 16, 17)． 
 
Table 8  Productivity of AHLs, toxoflavin and oxalate for Burkholderia glumae 
wild-type strains isolated in Japan and their tofI mutan  
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Fig. 15  Confirmation of tofI disruption by cross-streak with Chromobacterium 
violaceum VIR07 and PCR (b) 
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Fig. 16  Toxoflavin productivity of Burkholderia glumae MAFF 302748, MAFF 
302874 and their tofI mutant dI748, dI874 on LB agar medium with or without 100 
nM C8-HSL.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 17  Oxalate productivity of Burkholderia glumae MAFF 302748, MAFF 
302874 and their tofI mutant dI748, dI874 on LB agar medium with or without 100 
nM C8-HSL.  
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4. 考察 
B. glumae BGR1株では toxoflavin合成遺伝子の一つである toxAの破壊により，も
みに対する病原性が著しく低下することが報告されている (Kim et al 2004)が，日本産
B. glumae PG9501株を接種した結果，もみにおける白化現象は少なくなるものの，病
原性が保持されていることが報告されている (Suzuki et al 2004)．このことから 
BGR1株では toxoflavin生産能が病原性に必須であるが，PG9501株では必須の形質で
はないことが示唆され，菌株によって病原性発現機構が異なることが推測される． 
Pseudomonas aeruginosa PAO1 株の AHL 合成遺伝子 lasI および rhlI破壊株には
twitching motilityを正常に示す株以外に twitching motilityが低下または喪失した株
が遺伝子操作の過程で出現していることが報告されている (Beatson et al 2002)．それ
ぞれ vfr，algR に二次変異を起こしており，PAO1 株の純粋な QSS 変異株は正常に
twitching motilityを示し，PAO1株の twitching motilityは QSSによって制御されて
いないことが明らかにされた．このように予期せぬ二次変異によって QSS により制御
されていない形質が制御されているように見えるケースが報告されているが，
twitching motilityが低下または喪失した変異株は lasIや rhlIの相補では回復せず，vfr
または algRの相補で回復することが確認されている．BGR1株および本研究において
は gourp 2の菌株で C8-HSLの添加により tofI破壊株の phytotoxin生産能およびシュ
ウ酸生産能は相補された．このことから，BGR1株および group 2の菌株では両形質と
も QSS によって制御されていることが示唆された．一方，336gr-1 株や group 1 の菌
株では両形質とも完全には喪失しなかったが，336gr-1株の ΔtofIでは phytotoxin生産
量の低下がみられており，本研究では group1 の ΔtofI でシュウ酸生産量が低下してい
る傾向が認められた．このことから，336gr-1 株や group 1 株においても phytotoxin
生産やシュウ酸生産は QSSによっても影響を受けるが，QSSと同じ標的遺伝子を制御
する additional regulatorが存在することが示唆された．以上のようにこれまで考えら
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れてきた以上に本菌は多様性に富んでいると推測され，今後本菌の病原性発現機構の解
明および新たな防除戦略の開発には菌株間差について十分に考慮していく必要がある
ことが明らかとなった．  
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第 5章 
総括 
 
継代培養中に出現したコロニー変異菌の特使絵を明らかにするとともに，本菌の新た
な特性についても明らかにすることができた．これらの情報を基に更なる変異株のスク
リーニングも今後可能になると思われる．さらに韓国分離株とアメリカ分離株間で認め
られていた病原性発現における QSS 依存性の違いが，日本国内で分離された菌株間に
おいても認められ，本菌の病原性発現機構には見直しが必要であることが明らかとなっ
た．近年，次世代シークエンサーの発達により，全ゲノムの取得が容易になりつつあり，
intra-strain や inter-strain の比較ゲノムは病原性解析において有用かつ効率的である
と思われる．これまで B. glumaeのゲノムは BGR1株および 336gr-1株で解読されて
いる (Lim et al 2009, Francis et al 2013)が，本病の発生国である日本産 B. glumaeの
ゲノムは未だ解読されていない．本研究の結果から，MAFF 302748株，R1-1，R1-2，
R2株およびMAFF 302874株はそれぞれ興味深い特性をもっており，ゲノム解読候補
株として今後の解析が期待される． 
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